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ABSTRAK 
Penentuan status reproduksi pada satwa liar atau satwa yang ditangkarkan merupakan faktor yang sangat 
penting dalam manajemen pengembangbiakan satwa. Evaluasi metabolit hormon estrogen dan progesteron 
secara non-invasive dari sampel feses untuk memonitor fungsi reproduksi telah dilakukan sejak lama pada be-
berapa spesies mamalia. Validasi asai pada Tarsius belum pernah dilaporkan sehingga validasi asai merupakan hal 
yang sangat penting sebelum digunakan dalam studi karena metabolit steroid bersifat spesifik spesies. Tujuan 
penelitian ini adalah melakukan validasi analitik kit enzyme linked immunoassay (ELISA) komersial untuk 
menganalisis metabolit hormon estrogen dan progesteron pada feses T. spectrum. Uji paralelisme dilakukan pa-
da asai DRG® estradiol (E2), estron (E1), dan progesteron (P4) dengan pengenceran bertingkat (1:2–1:128) ekstrak 
feses dari beberapa status reproduksi yang berbeda  pada Tarsius yang dibandingkan dengan kurva standar dari 
masing-masing asai.  Hasil uji paralelisme terhadap kit DRG® estron menunjukkan hasil yang tidak paralel. Dari 
uji paralelisme DRG® estradiol dan progesteron, didapatkan hasil kurva sampel dengan standar yang tidak 
konsisten. Hanya ditemukan satu dari lima kurva sampel yang diuji yang paralel dengan kurva standar asai 
DRG® estrogen dan progesteron. Berdasarkan hasil tes paralelisme tersebut, kit komersial ELISA DRG® es-
tron, estradiol, dan progesteron tidak dapat digunakan untuk mengukur metabolit  estrogen dan proges-
teron pada feses T. spectrum. 




Assessment of reproductive status of wildlife or captivated animal is an important factor in breeding man-
agement. Measurements of fecal estrogen and progesterone metabolites for monitoring reproduction function 
had been done in several species of mammals. However measurements of fecal estrogen and progesterone me-
tabolites have never been reported in Tarsier. Therefore, it is very important to validate the assay that will be 
used prior to the application in the study due to species specific of the metabolite steroid.  The aim of this study 
was to validate enzyme linked immunoassay (ELISA) commercial kit for measuring fecal estrogen and progester-
one metabolites in Tarsius spectrum. Parallelism tests were conducted using DRG® assay (estradiol (E2), estrone 
(E1), and progesterone (P4) with serial dilution (1:2–1:128) of fecal samples from different reproductive status of 
Tarsius spectrum compare to the standard curve of each assay. The parallelism test of DRG®-estrone did not 
show a parralel pattern with standard curve. Meanwhile, only one out of five sample curves tested was parallel 
with the standard curve of DRG®-estradiol and progesterone assays. Based on this parallelism test, DRG® ELISA 
commercial kit of estrone, estradiol, and progesterone could not be used for measuring estrogen and proges-
terone metabolite in the feces of T. spectrum. 
Keywords: estrogen, hormone metabolite, progesterone, Tarsius spectrum, assay validation  
 
 




Famili Tarsiidae terdiri atas tiga genus yang tersebar 
di beberapa wilayah, yaitu genus Tarsius di Sulawesi, 
Carlito di Filipina, dan Cephalopachus di Sumatera dan 
Kalimantan (Groves & Shekelle, 2010; Roos et al., 2014). 
Status konservasi Tarsiidae adalah vulnerable sampai 
critically endangered (IUCN). Pemerintah telah be-
rusaha mengeluarkan undang-undang maupun pera-
turan menteri untuk menghalangi perdagangan semua 
spesies dalam famili Tarsiidae. Pemerintah juga telah 
melakukan program penangkaran secara in-situ mau-
pun ex-situ untuk meningkatkan populasinya. Usaha 
penangkaran ex-situ sampai saat ini belum berhasil 
dengan baik. Kemungkinan, hal ini dikarenakan belum 
diketahui secara mendalam tentang biologi repro-
duksinya.  
Penentuan status reproduksi pada satwa liar atau 
satwa yang ditangkarkan merupakan faktor yang san-
gat penting dalam manajemen pengembangbiakan 
satwa. Proses mempelajari hubungan reproduksi-
endokrin sangat diperlukan melalui pengambilan sam-
pel yang berkelanjutan untuk mendapatkan gambaran 
hormonal fisiologi reproduksi yang lengkap. Penguku-
ran endokrin pada satwa primata dapat dilakukan 
dengan menggunakan metode non-invasif (Hodges & 
Heistermann, 2011). Metode ini telah banyak digunakan 
untuk mempelajari endokrinologi yang berhubungan 
dengan psikologi satwa dan fisiologi di semua bidang 
primatologi, yang meliputi ekologi tingkah laku, biologi 
reproduksi, penelitian stres, dan konservasi. Prosedur 
endokrin non-invasive dilakukan berdasarkan prinsip 
bahwa hormon dapat diukur dalam materi biologi 
selain darah, misalnya urine, feses, air liur, dan rambut 
(Schwarzenberger, 2007; Heistermann, 2010; Hodges 
et al., 2010).  
Evaluasi metabolit hormon estrogen dan proges-
teron secara non-invasive menggunakan sampel 
feses untuk memonitor fungsi reproduksi telah dil-
akukan sejak lama pada beberapa spesies mamalia 
(Schwarzenberger et al., 1996). Setiap asai dan 
teknik penanganan sampel feses harus divalidasi 
dengan baik menggunakan validasi analitik dan bi-
ologi (Brown, 2010). Analisis metabolit steroid dari 
sampel feses tarsius belum pernah dilakukan. 
Dengan demikian, untuk mendapatkan hasil yang 
tepat dan akurat perlu dilakukan validasi terlebih 
dahulu (Adkins-Regan, 2005; Heistermann, 2010). 
Validasi yang diperlukan untuk mengukur hormon 
adalah validasi analitik untuk menguji apakah asai 
yang digunakan dapat mengukur metabolit hormon 
yang terkandung di dalam ekstraksi feses Tarsius 
secara tepat dan akurat. Validasi biologi untuk 
menentukan apakah asai yang digunakan menggam-
barkan perubahan kondisi biologi yang terlihat pada 
satwa yang diamati (Palme, 2005).  Asai komersial yang 
tersedia didesain untuk mengukur hormon di dalam 
darah, telah dapat berhasil digunakan untuk mengukur 
hormon dalam air ludah dan rambut, namun sangat 
terbatas untuk mengukur metabolit hormon dalam 
urine dan feses (Heistermann et al., 2006; Heister-
mann, 2010). Hormon estrogen dan progesteron diek-
skresi dalam betuk metabolit yang berbeda, hanya 
sedikit dalam bentuk murni progesteron ataupun es-
trogen (Wasser et al., 1994). Kit untuk chorionic gonad-
otriopin (hCG) dan luteinizing hormone (hLH) bekerja 
baik pada urine atau serum pada kebanyakan kera be-
sar, namun secara umum tidak bekerja baik pada spe-
sies lain. Dengan demikian kit komersial sebaiknya tid-
ak digunakan apabila tidak dilakukan validasi terlebih 
dahulu atau hasil validasinya tidak baik (Hodges et al., 
2010).   
Penelitian ini bertujuan untuk melakukan validasi 
analitik melalui uji paralelisme terhadap metabolit 
hormon feses T. spectrum betina menggunakan en-
zyme linked immunosorbent-assay (ELISA) estrogen, 
estron, dan progesteron komersial sebagai salah satu 
alat untuk menentukan status reproduksinya. Diharap-
kan dari penelitian ini didapatkan asai hormon yang 
tepat untuk mengukur metabolit estrogen dan proges-
teron dalam feses T. spectrum.  
 
BAHAN DAN METODE 
Tempat dan Waktu Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Ana-
lisis Hormon, Unit Rehabilitasi Reproduksi, Fakultas 
Kedokteran Hewan, Institut Pertanian Bogor pada 
bulan Juni 2016. 
 
Bahan dan Alat Penelitian 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 
methanol 80%, kit ELISA hormone assay komersial 
®DRG (estradiol, estron, dan progesteron) untuk 
manusia. Alat yang digunakan untuk analisis hormon 
steroid antara lain  adalah tabung gelas volume 5 dan 
10 mL, tabung sentrifuse 15 mL, micropipette tips uku-
ran  20, 100, dan 1000 µL, mikropipet 10-100 µL, mikro-
pipet 100-1000 µL, micro-channel pipette,  microplate 




Sebelum dianalisis, sampel feses dikeringkan, 
dihaluskan, dan diekstraksi sesuai dengan prosedur 
yang dinyatakan oleh Heistermann et al. (1993). 
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Sebanyak 0.05 g serbuk feses diekstraksi dengan 2 
mL methanol 80% dalam H2O dengan cara mengocok 
dengan menggunakan vorteks selama 10 menit, 
kemudian disentrifugasi pada 2200 x g selama 10 
menit lalu supernatannya dikumpulkan. Hasil 
ekstraksi dapat disimpan pada suhu -20 °C sampai 
saat dianalisis dengan metode ELISA. 
 
Validasi Asai 
Validasi analitik dilakukan melalui uji paralelisme 
terhadap asai hormon komersial DRG® Instrument 
GmbH, German (estradiol (E2), estron (E1), dan pro-
gesteron (P4). Uji paralelisme dilakukan dengan 
membandingkan kurva dari pengenceran bertingkat 
(1:2–1:128) ekstraks feses dari beberapa status re-
produksi yang diketahui (pro-estrus (n=2), estrus 
(kopulasi), serta awal dan pertengahan ke-
buntingan) dengan kurva standar asai DRG® (E2, E1, 
dan P4). Uji akurasi (standard recovery) dilakukan 
dengan mengukur adanya potential matrix interfer-
ence. Uji akurasi tersebut dilakukan dengan menghi-
tung nilai konsentrasi yang terbaca (hasil analisis) 
dibandingkan dengan nilai konsentrasi standar yang 
tersedia di dalam produk kit ELISA (E2: 6,25-1000 
pg/mL; E1: 13-1000 pg/mL; P4: 0,3-40 pg/mL).  
Spesifisitas antibodi (cross reactivity) masing-
masing asai telah tertera di dalam leaflet asli kit. Asai 
P4 memiliki cross reactivity terhadap steroid lainnya < 
1%, kecuali 11-Desoxycorticosterone (1,10%). Asai E2 
memiliki cross reactivity sebesar 2,27% terhadap es-
triol dan 6,86% terhadap estron, sedangkan ter-
hadap steroid lainnya berada dalam kisaran 0-
0,003 %.  Nilai cross reactivity yang dimiliki asai E1 ada-
lah 0% terhadap progesteron dan testosterone; 2,5% 
terhadap estradiol, dan 2,1% terhadap estriol bebas. 
 
 Analisis Data 
Data hasil validasi yang didapatkan disajikan da-
lam bentuk nilai rerata ± standar deviasi (SD), gam-




Uji paralelisme dilakukan dengan membanding-
kan kurva yang dibentuk dari hasil analisis lima sam-
pel dari status reproduksi yang berbeda (pro-estrus 
(n=2), estrus; awal, dan pertengahan kebuntingan)  
dengan kurva standar masing-masing asai. Hasil par-
alelisme menggunakan asai E1 menunjukkan semua 
kurva sampel tidak paralel dengan kurva standar.  
Lima kurva sampel yang diuji pada  asai E2, hanya sa-
tu kurva sampel yang paralel dengan pola kurva 
standarnya. Hasil yang sama ditunjukkan  asai P4 
(Gambar 1).  
Nilai konsentrasi standar pada 50% binding mas-
ing-masing asai E2 dan P4 secara berturut-turut ada-
lah 330 pg/mL dan 3,8 ng/mL. Kisaran limit konsen-
trasi yang akurat yang dapat digunakan dalam pem-
bacaan hasil yang terendah (30% binding) adalah 130 
pg/mL pada estradiol (E2) dan 1,8 ng/mL pada pro-
gesteron (P4) sampai yang tertinggi (70% binding) 
adalah 700 pg/mL pada estradiol (E2) dan 17 ng/mL 
pada progesteron (P4). 
Garis  linear kurva hormon standar  asai E2, E1, dan 
asai P4 ditentukan dengan berpusat pada titik 50% 
binding kemudian ditarik   garis lurus dari pusat titik 
tersebut ke titik 30% binding dan 70% binding-nya. 
Hasil garis linear yang terbentuk antara standar 





Sifat enzyme-immunoassay secara umum sangat 
sensitif dan spesifik sehingga penggunaannya untuk 
analisis sampel dari spesies yang belum pernah 
dilaporkan dalam penggunaan asai tertentu harus 
dilakukan secara hati-hati dan memenuhi standar 
validasi yang baik. Penggunaan kit komersial untuk 
screening konsentrasi hormon sex steroid memer-
lukan prosedur validasi (Simontacchi et al., 1999). 
Kriteria utama validasi ada empat, yaitu sensitivity 
(jumLah minimum hormon yang dapat dideteksi), 
precision (ulangan dalam- dan antar-asai), accuracy 
(kemampuan untuk mendeteksi jumLah hormon 
yang benar di dalam sampel), dan specificity (spesifik 
terhadap metabolit hormon tertentu) (Hodges et al., 
2010). Tahap awal validasi untuk memilih apakah asai 
dapat digunakan lebih lanjut untuk analisis sampel 
dapat diketahui dengan melakukan validasi analitik, 
misalnya uji paralelisme dan uji akurasi (Brown et al., 
2005).  
Uji paralelisme adalah cara untuk menentukan 
bahwa hormon asai tersebut mengukur dengan aku-
rat hormon target atau hormon yang diketahui, dan 
juga dapat menentukan pengenceran sampel yang 
tepat sesuai dengan status reproduksinya. Asai 
komersial DRG® estradiol, estron, dan progesteron 
menunjukkan pola kurva pengenceran sampel yang 
tidak paralel dari sampel feses tarsius yang dianalisis.  
Kurva sampel yang tidak paralel dengan kurva 
standar menunjukkan bahwa sampel tidak dapat di-
analisis menggunakan hormon asai tersebut karena 
asai tidak dapat menunjukkan 





    
 
Gambar 1 Kurva uji paralelisme kit komersial (A) Estradiol-DRG EIA 2693; (B) Progesteron-DRG EIA 1561; (C) 
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immunoaktivitas antigen endogenus yang sama 
dengan asai standar (Brown et al., 2005). Berdasarkan 
hasil validasi tersebut, secara analitikal asai DRG® E2, 
E1, dan P4 tidak dapat digunakan untuk mengukur ka-
dar metabolit hormon estrogen dan progesteron da-
lam sampel feses T. spectrum. Hal tersebut menun-
jukkan bahwa penggunaan satu hormon asai yang 
sama tidak dapat secara otomatis dapat digunakan 
pada spesies lainnya. Beberapa studi melaporkan 
penggunaan hormon asai DRG untuk menganalisis 
hormon pada beberapa spesies hewan walaupun 
hormon asai tersebut dibuat untuk analisis hormon 
pada manusia. Asai tersebut telah digunakan dalam 
beberapa studi untuk menganalisis hormon dari sam-
pel plasma darah hewan domestik (hewan ternak), 
hewan laboratorium, dan sampel feses satwa di ke-
bun binatang, yaitu plasma darah dari Capra hircus 
(Setiadi, 2014), plasma darah dari tikus putih galur 
Sprague Dawley (Qamariah et al., 2015), dan feses dari 
Acinonyx jubatus (Borque et al., 2005).  
Kurva pengenceran sampel tarsius pada ketiga 
asai DRG® yang diuji  tidak paralel dengan kurva 
standarnya. Hal ini berhubungan dengan asai speci-
ficity (Hodges et al., 2010), yaitu antibodi yang ter-
dapat pada kit DRG E2, E1, dan P4 tidak spesifik ter-
hadap metabolit hormon yang ada di dalam sampel 
feses T. spectrum (Brown et al., 2005). Antibodi ter-
sebut tidak dapat mendeteksi hapten hormon ster-
oid sehingga antibodi tidak dapat berikatan dengan 
hormon dalam sampel (Setiadi, 2014). Ukuran ster-
oid sangat kecil sebagai immunogen sehingga per-
lu berikatan dengan sebuah protein yang dapat 
menimbulkan respons imun yang dikenali oleh an-
tibodi sebagai hapten spesifik. Posisi hapten yang 
dikenali suatu antibodi spesifik tidak dapat 
dikenali antibodi lain yang dikembangkan ber-
dasarkan posisi hapten yang berbeda (Kersey & 
Denhard, 2014).  
Antibodi yang ideal untuk mengukur metabolit 
steroid sebaiknya adalah antibodi kelompok-
spesifik (group-specific) yang dapat mengenali sa-
tu area dari struktur steroid yang sama (Möstl et 
al., 2005). Beberapa hormon asai terbaru telah 
dikembangkan untuk dapat digunakan pada mul-
tispesies dengan menggunakan antibodi ke-
lompok-spesifik tersebut, seperti asai hormon 
dengan antibodi kelompok-spesifik 20-oxo-
pregnane yang dapat digunakan untuk 
menganalisis sampel feses dari beberapa spesies, 
seperti Loxodonta africana (Ahlers et al., 2012), El-
ephas maximus (Schwarzenberger et al., 1997), dan 
Equus quagga chapmani (Ncube et al., 2011).  
Hasil analisis enzyme  immuno assay menggam-
barkan adanya reaksi imunoreaktif antara antibodi 
dengan antigen (hormon/metabolit hormon) yang 
dikenali haptennya oleh antibodi tersebut. Penjelasan 
tersebut di atas menunjukkan bahwa hasil uji parale-
lisme dapat mendeteksi hormon/metabolit yang ber-
beda, namun memiliki hapten yang sama, yang 
dikenali antibodi asai tersebut. Dengan kata lain, uji 
paralelisme tidak dapat digunakan untuk menentukan 
jenis hormon/metabolit hormon tertentu.  
Kurva sampel yang paralel dengan kurva standar 
dapat digunakan untuk menentukan pengenceran 
sampel yang tepat  untuk mendapatkan hasil kon-
sentrasi yang terbaca yang berada pada rentang ti-
tik-titik garis linear kurva standar. Hal ini mendukung 
asumsi bahwa konsentrasi hasil analisis hormon 
sampel berada pada rentang pembacaan hormon 
asai yang dapat dipercaya (akurat). Tanpa adanya uji 
paralelisme, estimasi yang tepat untuk menentukan 
tingkat pengenceran sampel pada beberapa status 
reproduksi yang berbeda tidak dapat dihitung 
(Plikaytis et al., 1994). 
Apabila hormon asai yang digunakan menunjuk-
kan paralelisme yang positif untuk sampel yang diuji, 
pengenceran sampel yang paling baik untuk diana-
lisis menggunakan suatu asai EIA adalah pada kon-
sentrasi 50% binding-nya. Rentang konsentrasi yang 
dapat diukur dengan baik oleh suatu asai adalah 
konsentrasi yang masih berada pada rentang garis 
linear dari titik 50% binding tersebut sampai titik per-
sentase binding lebih tinggi atau lebih besar dari 50% 
binding-nya. Jika konsentrasi sampel yang terukur 
berada di luar nilai rentang tersebut maka perlu dil-
akukan pengukuran ulang dengan pengenceran yang 
lebih rendah atau lebih tinggi bergantung pada nilai 
konsentrasinya (Heistermann, Komunikasi Personal). 
Hasil validasi analitik (tes paralelisme) tersebut 
dapat disimpulkan bahwa kit ELISA DRG® untuk 
hormon estradiol, estron dan progesteron tidak dapat 
mendeteksi keberadaan metabolit hormon estrogen 
dan progesteron di dalam sampel feses T. spectrum.  
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